® 



EuropSlsches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 




0 Veroffentlichungsnummer: 0 438102 A1 



® 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



© Anmeldenummer: 91100376.2 
© Anmeldetag: 14.01.91 



0 Int CI. 5 : C12N 15/13, C12P 21/08 



© Prioritat 15.01.90 DE 4000939 

@ Veroffentiichungstag der Anmeldung: 
24.07.91 Patentblatt 91/30 

© Benannte Vertragsstaaten: 

AT BE CH DE DK ES FR GB QR IT U LU NL SE 



0 Anmelder: Brem, Gottfried Prof. Dr. Dr. med. 
vet 

Larezhausen 

W-8893 Hilgertshausen(DE) 

© Erfinden Weidle, Ulrich, Dr. rer. nat 
Landwehrstrasse 56 
W-8000 Munchen 2(DE) 
Erfinden Brem, Gottfried Prof. Dr. med vet 
Larezhausen 

W-8893 Hilgertshausen(DE) 



© Vertreter: Huber, Bernhard, Dipl.-Chem. et ai 
Patentanwalte H. Weickmann, Dr. K. Fincke 
F.A. Weickmann, B. Huber Dr. H. Liska, Dr. J. 
Prechtel Mohlstrasse 22 Postfach 860 820 
W-8000 MUnchen 86(DE) 



© Yerfahren zur Antikorpergewinnung. 

© Verfahren zur Gewinnung von Proteinen mit Antikorper-Aktivitat, worin man sine Oder mehrere fur dieses 
Protein kodierende DNA-Sequenzen in den mannlichen Pronukleus einer befruchteten Eizelle eines Schweins 
Oder Kaninchens durch Mikroinjektion einbringt, die Eizellen in den Bleiter eines Schweins oder Kaninchens 
implantiert die Nachkommen zUchtet und aus ihrem Serum in Ublicher Weise das Protein mit Antikorper- 
Aktivitat gewinnt, wobei die bei der Mikroinjektion verwendeten DNA-Sequenzen frei von baktenellen Fremdse- 
quenzen, vorzugsweise mit Immunglobulin-Promotor und Enhancer-Sequenzen verwendet werden. 
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VERFAHREN ZUR ANTIK5RPERGEWINNUNG 

Zur Expression fremder DNA-Sequenzen in Tieren kann man die DNA in den manniichen Pronukleus 
von befruchteten Eizellen durch Mikroinjektion injizieren, die Eizellen dann in den Eileiter von entsprechen* 
den Tieren implantieren und Nachkommen zfjchten, die das mikroinjizierte genetische Material exprimleren. 
Bei MSusen wurden transgene Tiere auch durch Retrovirus-lnfektion von Embryonen Oder durch Transfer; 

s von genetisch manipulierten Stamm-Zellen in Blastozyten erzeugt (JSnisch, R.: Science 240, 1468 (1988); 
Palmlter, R.D. und Brinster. Ann. Rev. Genet. 20, 465 (1986); R.L Brinster und R.D. Paimiter, Harvey 
Lectures, Series 80 (Liss, New York, 1986), pp 1-38). 

Inzwischen ist die EinfGhrung von fremder genetischer Information in die Keimbahnen ft)r eine Reihe 
von Tierarten beschrieben worden. So etwa z.B. bei HQhnern (Bosselman et ai., Science 243, 533 (1989)), 

to Fischen (Brem, G., Brenig, B.. Hoerstgen-Schwark, G., und Winnacker, EX.: Aquaculture 68, 209 (1988)), 
Kaninchen (R.E. Hammer et a!., Nature 315, 680 (1985); G. Brem et a! M Zuchthygiene 20, 251 (1885)), 
Schafen (A J. Clark et ai., Bio/Technoiogy 7, 487 (1989); J. Simons et al., Biotechnology 6, 179 (1988); 
C.E. Rexroad, Jr. et al., Mol. Reprod. Dev. 1, 164 (1989)) und Schweinen (G. Brem et al., Zuchthygiene 20, 
251 (1985); K.M. Ebert et ai., Mol. Endocrinol. 2, 277 (1988); Brem, G., Brenig, B., MQIIer. M. t Kraufllich, H. 

16 und Winnacker, E.L; Occ. Publ. Br. Soc. Anim. Prod. 12 (1988) 15-31). 

In Kaninchen wurde das Kaninchen c-myc Gen unter Korrtrolle von regulatorischen Sequenzen eines 
immunglobuiin-Gens exprimiert, was die Induktion von Leukamie in transgenen Kaninchen zur Folge hatte 
(Knight, K.L, Spicker-Polat, H., Kazdin, D., Oi, V.T.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988) 3130-3134). 

Es wurden auch transgene Kaninchen erzeugt welche das menschliche Somatotropin Gen exprimieren 

20 (Enikolopov et al., Dokl. Acad. Nauk SSSR, 299 (1988) 1246-1249). Ebenso wurde Expression des "human 
growth hormone releasing factor" in transgenen Kaninchen beschrieben (Gataryan et al., Dokl. Acad. Nauk 
SSSR 305 (1989) 726-728). 

Es wurde die Expression von Rinder-Wachstumshormon in transgenen Schweinen gezeigt und der 
Effekt auf das Wachstum der transgenen Tiere untersucht (J. Anim. Sci. 66 (Suppl 1) 267 (1988)). 

25 Es wurden auch transgene Schweine erzeugt, welche das Oberfiachen Antigen des menschiichen 
Hepatitis B Virus exprimieren. (Dokl. Akad. Nauk SSSR 306 (1989) 206-209). 

Gene fOr die leichte und die schwere Kette von Antikorpem mit definierter Spezifitat (gerichtet gegen 
Nitrophenol, Trinitrophenol, Phosphorylcholin) wurden aus den jeweiligen Hybridom-Linien isoliert und in die 
Keimbahn von Mausen eingefOhrt. Die Gene fur die leichte und schwere Kette wurden in den jeweiligen 

30 transgenen Mausen in Form von rekombiniertem Antikorper exprimiert (Rusconi, S. und Kohler, G.: Nature 
314, 330 (1985; Grosschedl, R., Weaver, D., Baltimore, D. und Constants, F.: Cell 38 (1984), 647; U. Storb 
et ah, J. Exp. Med. 164 (1986) 627; Ritchie, K.A., Brinster, R.L und Storb, U.: Nature 312, 517 (1984); 
Weaver, D„ Constantini, T., Imanishi-Kari, T. und Baltimore, D.: Cell 42, 117 (1985); Iglesias. A., Lamers, M. 
und Kohler, G.: Nature 330, 482 (1987); Neuberger, M.S., Caskey, H.M., Petersson, M„ Williams, T., Surani, 

35 MA: Nature 338, 350 (1989). 

In einigen der obigen Literaturstellen wurden Gene nur fUr die leichte oder nur fur die schwere Kette 
eines Antikorpers in die Keimbahn von Mausen eingebracht. Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, da/5 
das rearrangierte Transgen das Rearrangement der endogenen Immunglobulin-Gene inhibiert. Es wurde 
auch nur eine relat'rv geringe Expression der eingebrachten Antikcirper-Gene (bis ca 5 bis 10 jig/ml Serum) 

40 in den transgenen Mausen gefunden. Bei anderen Tierarten ist die Expression von Immunglobulin-Genen 
nach Einbringen in die Keimbahn bisher noch nicht beschrieben worden. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung war es, em Verfahren zu entwickeln, bei dem man AntikOrper in 
grSBerer Ausbeute aus transgenen Tieren gewinnen kann. 

Die erfindungsgema/te Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Gewinnung von Protelnen mit Arrtikorper- 

45 Aktivitat gelost, worin man eine oder mehrere fur dieses Protein kodierende DNA-Sequenzen in den 
manniichen Pronukieus einer befruchteten Eizelle eines Schweins oder Kaninchens durch Mikroinjektion 
einbringt, die Bzelien in den Eileiter ernes Schweins oder Kaninchens implantiert, die Nachkommen zQchtet 
und aus ihnen in Ublicher Weise das Protein mit Antikorper-Aktivitat gewinnt, bei dem die zur Mikroinjektion 
verwendeten DNA-Sequenzen frei von bakteriellen Fremdsequenzen verwendet werden. 

so FOr die erfindungsgemafle Expression der Proteine mit AntikSrperaktivitat in lymphoiden Zellen werden 
bevorzugt immungiobulin-Promotor und Enhancer-Elemente verwendet. Die zu exprimierenden Gene wer- 
den auf Obliche Weise in einen prokaryontischen Vektor subkioniert und in geeigneten Wirtszelien vermehrt. 
Die entsprechenden Gene werden nach Spaltung des Vektors mit jeweils geeigneten Restriktions-Nukleasen 
frei von prokaryotischen Sequenzen isoliert und in befruchtete Eizellen injiziert. Dabei kann man zirkulari- 
sierte Oder bevorzugt linearisierte DNA verwenden. Auch nach Deletion von Intron-Sequenzen (eines oder 
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mehrerer) auf den zu exprimierenden Genen durch in vitro Mutagenese so lite Expression im transgenen 
Tier erfolgen. Im Fall der Verwendung von komplementarer DNA (cDNA) zur Expression der leichten und 
schweren Ketten eines Antikorpers konnen Immunglobulin-Promotor und Enhancer Sequenzen auf den 
Expressionsvektoren vor die zu exprimierende cDNA kloniert werden. Auch die Fusion von genomischen 

5 Fragmenten mit cDNA ist moglich (GHiies, S.D. et al., Bio/Technology 7 (1989) 799-804; Orlandi et aL, Proc. 
Nat Acad, of Sci. USA 86 (1989) 3833-3837). Eine weitere Verbesserung der Expression der AntikSrper- 
Gene ist gegebenenfalis auch durch Verwendung von in den nicht-kodierenden Regionen der Antikbrper- 
Gene gelegenen Regulations-Elementen moglich. So wurde fUr menschliche K Gene (leichte Kette) kQrzlich 
ein in der 3'-untranslatierten Region gelegenes Enhancer-Element beschrieben (Meyer, K.B. und Neuber- 

70 ger, M.S. EMBO J. 8 (1989) 1959-1965, fUr Maus X1 Ketten wurde ebenfails in der 3'-untransiatierten 
Region ein Enhancer-Element beschrieben (Bich-Thuy, L und Queen, C., Nucl. Acids Res. 17 (1989) 5307- 
5321). 

Unter den Begriff "Protein mit Antikorper-Aktivitat" fallen: 

15 a) Volistandige Antikorper verschiedener Spezies: 

Die Expression ist durch Einbringen der kompletten Gene fUr die leichte und schwere Kette des 
Antikb'rpers in befruchtete Ezellen des Schweins Oder Kaninchens moglich, wobei alle Antikfirper-Isotypen 
prtnzipiell exprimiert werden ktfnnen. Bevorzugt ist die schwere Kette eine y Kette und die leichte Kette 
20 eine K-Kette. 

Die AntikBrper kSnnen von der Maus, Ratte oder bei Verwendung von Bzelien des Schweins auch aus 
Kaninchen stammen. Besonders bevorzugt ist jedoch die Expression menschlicher Antikorper. 

Menschliche Antikorper haben grofies diagnostisches und therapeutisches Potential. Sie sind bei der 
Verwendung fOr therapeutische Zwecke Maus-AntikBrpern oder gentechnologisch hergestellten chimarisier- 
23 ten oder humanisierten Antikorpern vorzuziehen, da bei ihnen nach therapeutischer Applikation eine Immun- 
Antwort des Organismus nicht zu erwarten ist. Die Konstruktion von stabilen, gut produzierenden humanen 
B-Zell-Linien oder Hybridomen ist jedoch in der Praxis mit groSen Problemen behaftet. 

FUr menschliche Antikorper kodierende Gene oder cDNA der leichten und schweren Ketten sind nach 
Oblichen Verfahren aus menschlichen Hybridom-Zellen erhaltlich. 
30 Die Gewinnung menschlicher Antikorper und ihr therapeutischer Anwendungsbereich ist in folgenden 
Literaturstellen beschrieben: 

James, H. und Beti, G.T., (1987), Human monoclonal antibody production. Current status and future 
prospects. J. Immunol. Methods 100, 5-40; 

Boyd, J.E. and James, K. (1988), Human monoclonal antibodies: Their potential, problems and 
35 prospects. In: Advances in Biotechnological Processes. Vol. il. Mizraki, A. (Ed.) A.R. Uss, Inc., New York; 

Larrick, J.W. and Bourla, J.M. {\986) l The prospects for the therapeutic use of human monoclonal 
antibodies. J. Biol. Res. Mod. 5 (1986) 379-393. 

b) Chimarisierte und humanisierte Antikorper: 

40 

Unter chimarisierten Antikfirpern versteht man hier MolekOle mit variablen Regionen von der Maus oder 
anderen Tierspezies (inklusive D = Diversity und J = joining Segmenten) und konstanten Regionen einer 
anderen Spezies, insbesondere des Menschen. Diese Antikorper werden gentechnologisch hergestellt, 
ebenso wie die humanisierten AntikSrper, bei denen In Gene fUr menschliche leichte und schwere Ketten 
45 die hypervariabien CDR-Regionen (complementarity determining regions) z.B. eines entsprechenden Maus- 
oder Ratten- Antikorpers eingesetzt werden (= Austausch der humanen CDR-Regionen gegen solche des 
entsprechenden Maus- oder Ratten-Antikorpers). Diese Technik wird als CDR-grafting bezeichnet CDR- 
Regionen sind diejenigen Domanen eines Antikorper MoiekOls, welche die Affinitat zum jeweiligen Antigen 
determinieren. 

so Nach denv erflndungsgemSflen Verfahren ist es mo'glich, im transgenen Schwein oder Kaninchen 
samtiiche in Frage kommenden Isotypen von chimarisierten AntikBrpern zu exprimieren. 

Die Gewinnung von chimarisierten Antikorpern durch CDR-grafting ist bei Jones, P.T., Dear, P.H., 
Foote, J., Neuberger, M.S. and Winter, G., (1986), Replacing the complementary-determining regions in a 
human antibody with those from a mouse antibody, Nature 321 (1986) 522-525, beschrieben. 

55 Chimarisierte Antikorper haben grofles Potential bei der Behandlung maligner Erkrankungen. Dabei 
erkennen die AntikBrper Epitope auf Turnorzell-spezifischen Antigenen (Sun et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 84 (1987) 214-218; Nishimura, Y. et al., Cancer Res. 47 (1987), 999-1005). 
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c) Heterobisnezifische Antikflrpen 

Heterobispezifische Antikcirper haben grofles therapeutisches Potential, zum Beispiel bei der Elimina- 
tion von Virus-infizierten Zellen. En heterobispezrfischer Antikorper erkennt z.B. ©in Epitop von auf der 

6 ZelloberflSche prasentierten Antigenen und auf zytotoxischen T-Zellen (Giililand, L.K., Clark, M.R. und 
Waldmann, H.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988) 7719-7723; Staerz, U.D., Yewdeil, J.W. und Bevan, M.: 
Eur. J. Immunol. 17 (1987) 571-574), In der EP-A 0 388 964 wurde ein Verfahren zur gentechnologischen 
Herstellung von heterobispezifischen Antik5rpern beschrieben. Die Expression im transgenen Schwein oder 
Kaninchen setzt die Isolierung der Gene fur die leichten und schweren Ketten beider AntikCrper und 

70 anschlie/tende Injektion in befruchtete Eizellen voraus. Dabei mQssen die beiden Antikorper nicht unbedingt 
denselben Isotyp (z.B. IgGl) besitzen. Es 1st nach dem erfindungsgemafien Verfahren mSglich, heterobi- 
spezifische Antikorper mit verschiedenen Isotypen aus transgenen Schweinen Oder Kaninchen zu gewinnen 
und ihre Eigenschaften bezUglich CDC (complement dependent cytotoxicity) und ADCC (antibody-depen- 
dent cell-mediated cytotoxicity) zu untersuchen. 

75 

d) Antikorper-Fragmente: 

Far die Expression in transgenen Schweinen kommen ebenfalls TelldomSnen von Antikorpern in Frage, 
wie z.B. F(ab f )2, Fab Fragmente, der Fc-Teii 

20 oder Fv Fragmente. Derartige Antikorper-Fragmente konnen gewonnen werden, wenn anstelle der voilstan- 
digen, fOr Antikorpermolekule kodierenden DNA-Sequenzen nur die Teilsequenzen in das transgene 
Schwein oder Kaninchen mikroinjiziert werden, die fQr das jeweilige Antikorper-Fragment kodieren. Zur 
Definition der einzeinen Fragmente siehe: Roitt, I., Brostoff, J. und Male, D: Immunology. Gower Medical 
Publishing, London New York, 1985. F(ab , ) 2 oder Fab Fragmente sind von Bedeutung fUr diagnostische 

25 Anwendungen, wie zum Beispiel beim Tumor-Imaging. 

e) Fusionsproteine mit Domanen von Antikorper-MolekOlen: 

Unter diesem Begriff sind Fusionen aus dem Antigenbindenden Teil eines Antikorpers und der 
30 signaitransduzierenden Region (Transmembran-DomSne und cytoplasmatischo Domane) von anderen Mit- 
gliedern der Immunglobulin-Superfamilie (z.B. T-Zeli-Rezeptor oder Fc-Rezeptoren) zu verstehen. Solche 
MolekQIe kQnnten als mogiiche Biosensoren groBe praktische Bedeutung erlangen. Auch die Expression 
von heterologen Fusionsproteinen ist nach dem erfindungsgemaflen Verfahren durch Mikroinjektion der 
entsprechenden DNA-Sequenzen in eine Eizelle des Schweins oder Kaninchens moglich. Zum Beispiel 
35 kann eine Fusion aus der Antigen bindenden Dom&ne eines AntikSrpers mit einer DomSne erfolgen, welche 
nach Antigen-Bindung eine enzymatische Funktion vermittelt (z.B. Tyrosin-kinase Domane des Insulin- 
Rezeptors oder des EGF-Rezeptors oder Guanylat-Cyclase-Domane des ANF-Rezeptors). 

Auch therapeutisch relevante Fusionsproteine, wie Fusionen aus Domanen des CD4-Antjgens, dem 
Rezeptor fur das HIV-Virus auf menschiichen T-Lymphozyten und Domanen von Antikorper MolekUlen, 
40 welche wichtige Effektor-Funktionen vermitteln (z.B. Komplement-Bindung, Zell-Lyse) k5nnen nach dem 
erfindungsgemaBen Verfahren mit hoher Ausbeute in transgenen Schweinen exprimiert werden. 

f) Mutierte Antikorper: 

45 Dazu gehSren Antikorper, die durch gentechnologische Manipulationen eine verbesserte Affinitat zum 
Antigen besitzen als der Ausgangs-Antikorper. Dazu gehoren auch Antikorper (durch gentechnologische 
Manipulation) mit ver§ndertem Komplement-Bindungs-Verhalten, verandertem Bindungsverhalten bezQglich 
Fc-Rezeptoren auf Makrophagen und Monozyten, sowie solche mit veranderten zytolytischen Eigenschaf- 
ten. Auch diese Gruppe von Antikorper-MolekOlen kann nach dem erfindungsgemaflen Verfahren in 

so transgenen Schweinen oder Kaninchen exprimiert werden. 

Neben der Gewinnung von Antikorpern aus dem Serum ist es durch das erfindungsgemafle Verfahren 
auch moglich, eine Immunisierung von transgenen Schweinen oder Kaninchen zu bewirken. Gene fur 
Antikorper gegen bestimmte Antigene, insbesondere Antigene, die fUr diese Here gefahriiche Krankheiten 
hervonrufen, z.B. Influenza Oder Schweinepest, konnen mit dem erfindungsgemaCen Verfahren in die 

55 Keimbahn dieser Tiere mit hoher Effizienz eingebracht werden. Auf diese Weise kann man Tiere zOchten, 
die gegen bestimmte Infektionen resistant sind. 

Weiterhin ist auch die Sekretion von therapeutisch relevanten Protelnen in die Milch durch das 
erfindungsgemaSe Verfahren moglich. 
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Antikorper-MolekGIe der Klasse IgA konnen in die Milch sezerniert werden (sekretorisches IgA = slgA). 
Durch Fusion mit IgA ist es moglich, auch andere Proteins, z.B. Koagulations-Faktoren wie Faktor VIII oder 
Faktor IX, oder Enzyme, wie z.B. menschlichen Plasminogen-Aktivator vom Gewebe-Typ in die Milch von 
transgenen Tieren zu sezemieren. Durch Einbauen entsprechender Enzym-Spaltstellen zwischen dem 

5 sekretorlschen Antikfirper und dem Fusionspartner (z.B. Kollagenase, Faktor Xa) kann das authentische 
MolekUi nach Isolierung aus der Milch und anschlieflende enzymatische Spaltung gewonnen werden. 

Aus den vorhergehenden AusfUhrungen wird kiar, dafl die vorliegende Erfindung auch ein Verfahren zur 
Hersteilung von transgenen Tieren umfa/it, worin man in den mannlichen Pronukleus einer befruchteten 
Eizelle eines Schweins oder Kaninchens eine oder mehrere fur ein Proteinmit Antikorper-Aktivit&t kodieren- 

70 de DIMA-Sequenzen, die frei von bakteriellen Fremdsequenzen sind, einbringt, die Eizellen in den Eileiter 
eines weiblichen Tleres implantiert und die Nachkommen zQchtet. Beispielsweise kann man hierfUr DNA- 
Sequenzen verwenden, die fur Proteine mit einer AntikOrper-Aktivitat kodieren, welche gegen ein Antigen 
gerichtet ist, das eine fur die betreffende Tierart (Schwein oder Kaninchen) gefahrliche Krankheit hervorruft. 
Derartige Tierkrankherten sind dem Fachmann bekannt, ebenso die sie verursachenden Antigene. Mit Hitfe 

15 dieser bekannten Antigene lassen sich auf an sich Ubliche Weise Antikorper erzeugen, deren DNA-Sequenz 
dann auf bekannte Weise (z.B. druch Screening einer Qenbank) erhalten werden kann. Anschlieflend 
konnen diese Antikorper kodierenden DNA-Sequenzen zur Hersteilung von transgenen Tieren nach dem 
erfindungsgemSflen Verfahren verwendet werden konnen. Auf diese Weise lassen sich z.B. transgene Tiere 
herstellen, die eine ImmunitSt gegen bestimmte Krankhelten besitzen. 

20 Weiterhin ein Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist das transgene Tier (d.h. ein Kaninchen oder 
Schwein), welches durch ein erfindungsgema/tes Verfahren erhaltlich ist. Beispiele fur transgene Tiere 
gemafl voriiegender Erfindung sind etwa solche, die den Antikorper A20/44 produzieren, bei dem es sich 
urn einen anti-idiotypischen Antikorper handelt der in der EP-A 0 388 964 beschrieben ist 

Folgende Beispiele sotlen die Erfindung in Verbindung mit Abbildung 1 n&her erlSutern. Es zeigt: 

26 Abb. 1 die fur die Mikroinjektion verwendeten Antikorpergene. 

Beisptel 1 

Hersteilung von Antikdrper-DNA-Sequenzen 

30 

Die Ausgangsvektoren sind die Plasmide pBMS1 (DSM5229) und pBMS2 (DSM5230), welche in der 
EP-A 0 388 964 (Verfahren zur Hersteilung von heterobispezifischen Antikorpern) beschrieben sind. Die 
Vektoren enthalten das K und 71 Gen eines Maus-Antikdrpers in unterschiedlichen Orientierungen zueinan- 
der. Diese Gene wurden aus einer Hybdridom-Zell-Linie isoliert, weiche einen lgG1 Antikorper mit der 

35 Bezeichnung A20/44 sezerniert (Sabiitzky, F., Wildner, G. und Rajewsky, K.: EMBO J. 4 (1985) 345-350; 
Sablitzky, F., Weisbaum, D. und Rajewsky, K.: EMBO J. 4 (1985) 3435-3437; Kocks, C. and Rajewsky, K.: 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988) 8206-8210). A20/44 1st ein anti-idiotypischer Antikorper, welcher gegen 
einen fur das Hapten NP (4-hydroxy-3-nitro-phenylazetat) spezifischen Antikorper gerichtet ist. Der letztere 
Antikorper besitzt eine X-Kette als leichte Kette und eine 7 2a -Kette als schwere Kette (lgG2a). 

40 Die in der EP-A 0 388 964 beschriebenen Vektoren enthalten das K-Gen als 5,5 kb Sail-Fragment, das 
y1-Gen als 9,25 kb Sail-Fragment. Die Vektoren enthalten femer Expressions-Kassetten fur die Phospho- 
transferase neo und Maus-Dihydrofolat-Reduktase unter der Kontrolle des frUhen Promoters von SV40. 

pBMS1 und pBMS2 (enthalten jeweils 3 Sall-Stellen) wurden mit Sail partieli gespalten, mit Nuklease 
S1 behandelt (1 ?g partieli mit Sail gespaltene DNA wird mit 10 Units S1 -Nuclease 60 Minuten bei 30 " C in 

45 50 mmol/1 Natriumacetat, pH 4,5; 1 mmol/l ZnSO* und 0,5 Gew.-% Glycerin inkubiert), das linearisierte 
Plasmid auf einem niedrig-schmelzenden Agarose-Gel isoliert und die Enden anschliefiend mit T4- Ligase 
ligiert. Die Ligierungsansatze wurden in den E.coli Stamm HB101 transfektiert und Ampiclllin-resistente (50 
/ig/ml) Kolonien auf Agarplatten Isoliert. Durch Analyse mit Restriktions-Endonukleasen wurden diejenigen 
Plasmide ermittelt, bei denen durch oben beschriebene Manipulation die zwischen dem K und dem 71-Gen 

so gelegene Sali-Stelle deletiert worden war. Die erhaltenen Plasmide werden als pBMS1 (ASal) und pBMS2 
(ASal) bezeichnet 

pBMS1 (ASal) und pBMS2 (ASal) wurden mit Sail gespalten und das Sail-Fragment, welches das K und 
71-Gen des Antikorpers enthSlt auf einem niedrig-schmelzenden Agarose-Gel isoliert und anschlieflend 
geldst in 10 mM TRIS.HCi, pH 7,5, 0,25 mM EDTA* 
55 Damit wurden die Antik6rper-Gene frei von Vektor-Sequenzen isoliert fur das anschlieflende 
Mikroinjektions-Experiment (siehe Abbildung 1). 

Beispiel 2 
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Erstellung transgener Saugetiere 

Die Erstellung transgener Saugetiere umfaflt die Hersteilung injizierbarer DNA-Losung, die Gewinnung 
befruchteter Eizellen und Embryonen, die Mikroinjektion der DNA-Losung in Vorkerne Oder Kerne, den 
5 Transfer der injizierten Zygoten auf synchronisierte Empfangertiere und die Untersuchung der geborenen 
Tiere auf Integration. Dabei sind fur die einzeinen Sfiugerspezies wie Maus, Kaninchen und Schwein einige 
speziesbedingte Unterschiede bei der Vorberertung der Spender- und Empfangertiere, der Gewinnung und 
dem Transfer der Embryonen sowie der Mikroinjektion zu beachten. 

to 1 . Hersteilung einer injizierbaren DNA-Losung 

Nach der DNA-Fragmentisolierung und der Bestimmung des DNA-Gehaltes wird die DNA-Losung mit 
Tris-Puffer so verdUnnt, daii pro pico Uter Losung bis zu 1000 Kopien des Genkonstruktes enthalten sind. 
Aile fur die Hersteilung der DNA-Mikroinjektionsiosung verwendeten Losungen miissen frei von parti kuIMren 
is Verunreinigungen sein, damit ein Verstopfen der Injektionspipetten vermieden wird. 

2. Gewinnung der Embryonen 

Urn die Ausbeute an Embryonen zu erhohen, werden die Spendertrere in aller Regel superovuliert. 

20 

- Maus 

Weiblichen Mausen, die mindestens 6 Wochen alt sind, werden zur Induktlon der Superovuiation 5-10 
IE PMSG (pregnant mare serum gonadotropin) injiziert. 48 Stunden spater erhalten sie 5-10 IE HCG (human 
25 choriongonadotropin) und werden mit fertilen BScken angepaart Am nachsten Morgen werden die Plaque 
positiven MSuse getotet und nach Offnung der Bauchhohle werden die Bieiter herausgenommen. Durch 
AufreiBen der Ampulle mit feinen Pinzetten Oder durch SpOIen der Bieiter werden die Embryonen 
gewonnen und in Embryokulturmedium, dem Hyaluronidase zugesetzt wurde, QberfUhrt. Die Bzellen 
werden nach Entfemung der Kumuluszeilen gewaschen und bis zur Mikroinjektion kultiviert 

30 

- Kaninchen 

Geschlechtsreife Spenderkaninchen erhalten zur Superovuiation eine einmalige Gabe von 10-40 IE 
PMSG (pregnant mare serum gonadotropin) pro kg Korpergewicht. Dieser Superovuiation sollte eine 21- 

35 tagige Bnzelhaltung oder eine Vorsynchronisation (120 IE HCG Oder 0,8 ^g-GnRH (Gonadotropin-releasing 
factor)) vorausgehen. 72 bis 76 Stunden nach der PMSG-lnjektion werden die Kaninchen zweimal im 
Abstand von einer Stunde kOnstlich besamt oder im Natursprung belegt. Unmittelbar danach erhalten sie 
zur Ovulationsinduktion 120-180 IE HCG i.v. Die Embryogewinnung erfolgt 19 bis 21 Stunden nach der 
Belegung durch SchlachttStung der Spenderkaninchen. Die Embryonenwerden durch SpQlung der Bieiter 

40 mit Kutturmedium fOr Kaninchenembryonen (BMS + 20 % FKS Oder PBS + 20 % FKS ) vom 
Fimbrientrichter in Richtung Uterushornende gewonnen. Falls erforderlich, wird der noch vorhandene 
Cumulus Oophorus durch Hyaluronidasebehandlung entfemt Die Embryonen werden gewaschen und bis 
zur Mikroinjektion kultiviert 

45 - Schwein 

Beim Schwein konnen auch prepuberale Jungsauen mit einem Gewicht von 60 bis 90 kg fur die 
Embryogewinnung benutzt werden. Am Tag 0 werden die Spendertiere umgestailt und erhalten am Abend 
eine Applikation von 1250 IE PSMG. 72 Stunden danach wird die Ovulation mit Hilfe von 750 IE HCG 

so eingeleitet 24 und 36 Stunden nach der HCG-Applikation werden die Tiere besamt. Die Gewinnung der 
Embryonen erfolgt 24 bis 27 Stunden nach der Besamung. Zur chirurgischen Embryogewinnung werden die 
Here mit 160 mg Azaperon (Stressnil) und 400 mg Metomidathydrochlorid (Hypnodie) narkotisiert. Nach 
Vorbereitung des Operationsfeldes wird die Haut median in Hone der letzten zwei Zitzenpaare mit einem 
ca. 10 cm langen Schnitt geoffnet und Uterus, Oviduct und Ovar werden vorgelagert. Der Uterus wird ca. 5 

55 cm kaudal des uterotubalen Obergangs stumpf perforiert, so daJ3 eine ca. 5 cm GlaskanQle ins Lumen 
eingefGhrt und fixiert werden kann. In den Bieiter wird durch den Fimbrientrichter eine 8 cm lange 
gebogene AugenkanOle, die mit einem ca. 30 cm langen Gummischlauch verbunden ist, eingefUhrt und 
fixiert Der Bieiter wird mit 50 ml PBS-L6sung gespult Die SpUtfiussigkeit wird in einer Petrischale 
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aufgefangen und auf Embryonen abgesucht. Die Embryogewinnung kann auch nach Schlachttotung der 
Spendertiere erfolgen. 

3. Mikroinjektion der DNA-Losung 

Fur die Mikroinjektion werden ein Inversmikroskop (Zeiss, ICM 405), zwei Leitz-Mikromanlpulatoren und 
ein InjektionsgerSt (Eppendorf) verwendet. Der eine Manipulator tragt eine Haltepipette, mit weicher der 
Embryo durch Unterdruck fixiert werden kann. Auf dem zweiten Mikromanipulator wird die mit DNA-Losung 
gefullte Injektionspipette in einem Nanostepper fixiert und mit dem InjektionsgerSt verbunden. Die Spitze 
70 der Injektionspipette hat einen Durchmesser von ein bis zwei ^m. Zur Mikroinjektion wird die Pipettenspitze 
durch die Zona Pellucida, die Zellmenbran und die Kernmembran in das Kernlumen vorgeschoben und ca. 
1 bis 2 pi DNA-Losung werden dort abgesetzt Die Voiumenzunahme des Vorkems signalisiert eine 
erfolgreiche Mikroinjektion. Z. T. erfolgt auch eine Mikroinjektion der Kerne von Embryonen im Zwelzellsta- 
dium. 

is im Gegensatz zu Maus oder Kaninchen mQssen bei den meisten Nutztierspezies (Schwein, Rind) die 
Bzellen und Embryonen zur Sichtbarmachung der Vorkerne und Kerne vorbehandeit werden (Zentrifugation 
bei 15000 g fOr 3 bis 5 Minuten). Die Mikroinjektion erfolgt in einem Mediumtropfen auf einem Deckglas 
oder in einer sogenannten Injektionskammer. Nach der Mikroinjektion werden die Eizellen oder Embryonen 
bis zum Transfer kultiviert. 

20 

4. Transfer der mikroinjizierten Bzellen 

- Maus 

25 EmpfSngermause werden zur Auslosung einer Scheingraviditat mit vasektomierten B6cken Uber Nacht 
angepaart. Plaque positive MS use werden herausgesucht und fUr den Transfer narkotisiert. Die vorgelagerte 
Bursa Ovarica wird mit feinen Pinzetten geoffnet und die in einer Transferpipette aufgezogenen Embryonen 
(10-15 pro Seite) werden in beide Eileiter Obertragen. Die Geburt der Jungen erfolgt 20 bis 21 Tage nach 
dem Transfer. 

30 

- Kaninchen 

Empfangerkaninchen werden 21 Tage vor dem voraussichtlichen Termin zur Zyklussynchronisation 
einzeln aufgestallt und erhalten zur Induktion einer Pseudograviditsit 120 IE HCG oder 0,8 GnRH i.m. Am 

35 Tag vor dem Transfer erhalten die Empfangerkaninchen zur Ovulationsinduktfon 120 IE HCG i.v. Zum 
Transfer werden die Kaninchen mit 0,4 ml Rompun 2 % pro kg/K6rpergewicht und 0,8 ml Ketamin 10 % 
pro kg/K6rpergewicht narkotisiert. Nach Vorbereitung des Operationsfeldes und Entleerung der Harnblase 
durch transabdominal Druck werden die Kaninchen in Ruckenlage angebunden und in SchrSglage fixiert. 
Unmittelbar kaudai des Nabels wird die BauchhBhle in einer Lange von ca. 4-5 cm geoffnet Ovar, Eileiter 

40 und craniales Uterushorn werden vorgelagert und nach Kontrolle der Ovarreaktion werden die mikroinjizier- 
ten Embryonen mit Hilfe einer Transferpipette ca. 2 bis 2,50 cm tief in die Bieiterampulle transferiert Pro 
Seite werden zwischen 8 und 15 Embryonen transferiert. Nach Verschlufl der Bauchhohle wird die 
Operationswunde durch eine Hautfaltendecknaht geschOtzt. Die Geburt der Jungtiere erfolgt 29 bis 31 Tage 
nach dem Transfer. 

45 

- Schwein 

Auch als Empfangertiere k5nnen beim Schwein prepuberale Jungsauen verwendet werden. 12 Stunden 
nach den Spendertieren erhalten die Empf&ngertiere 750 IE PMSG und nach weiteren 72 Stunden 750 IE 

so HCG. Diese 12 stUndlge AsynchronitSt zwischen Spender- und Empfangertier verbessert die Uberiebens- 
chancen der Embryonen nach dem Transfer. Parallel zur Besamung bei den Spendertieren wird bei den 
Empfangertieren eine Brunstbeobachtung durchgefOhrt. 135 bis 136 Stunden nach Beginn des Programms 
(Stunde 0 = PMSG-lnjektion bei den Spendertieren) erfolgt der Embryotransfer. Alle injizierten Embryonen 
(35-45 StOck) werden durch chirurgischen Transfer in einen Eileiter eines Empfangerschweines transferiert. 

55 Die Embryonen verteilen sich durch Spacing gieichmSflig auf beide Uterushomer. Ein neues Verfahren 
erlaubt auch den unblutigen Transfer von Embryonen in den Schweineuterus. Die Geburt der Jungtiere 
erfolgt 113 bis 116 Tage nach dem Transfer. 
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5. Untersuchung auf Integration 

Zur Untersuchung auf Integration der injizierten DNA mUssen von den geborenen Tieren Gewebeproben 
(Schwanzgewebe, Blut Oder Biopsie) gewonnen warden. Aus diesen Gewebeproben wird hochmolekulare 
5 genomische DNA isoliert Zum Integrationsnachweis werden Slot Blot, Dot Blot oder Southern-Blot-Analysen 

durchgefOhrt . _ , . . ^ 

Positive Tiere (Tiere mit Integration" des Genkonstruktes) werden aufgezogen und nach Erreichen der 
Zuchtreife an nicht transgene Paarungspartner angepaart. Die aus diesen Anpaarungen entstehenden 
Nachkommen werden darauf untersucht, ob sle das Transgen von ihrem transgenen Eltemteil geerbt haben. 
w Durch Verpaarung hemizygot transgener Tiere werden dann homozygot transgene F2-Nachkommen ge- 
zUchtet. 

Zur Untersuchung der Expression wird von transgenen Tieren nach Blutentnahme Serum gewonnen. 
Die Blutentnahme erfolgt durch Punktion des retrobulbaren Augenplexus (Maus), des Ohrrandes 
(Kaninchen), oder der Vena jugularis (Schwein) Oder aus anderen zugSnglichen Venen bzw. bei der T6tung 
75 der Tiere. 

Beispiel3 

Bestimmung des Antikorper-Titers im Serum der transgenen Tiere 

20 

Die Bestimmungsmethode des Antikorper-Titers ist in der EP-A 0 388 964 beschrieben. Mikrotiter- 
Piatten wurden mit Antikorper gegen das Hapten NP (4-Hydroxy^fiitrophenylazetat) beschicrrtet. D.eser 
Antikorper ist von Typ IgG 2a (die leichte Kette ist eine X Kette, die schwere Kette eine y 2a Kette). Der 
Beschichtungs-Puffer bestand aus 0.2 mmol/l Carbonat/Bicarbonat, pH 9.4. Nach 2 Stunden wurden die 
Piatten mit einem Nachbeschichtungs-Puffer (50 mmol/l HEPES, 0.15 mol/l NaCI, 1 % Crotein C, pH 7.0) 
inkubiert. Alle Reaktionen wurden bei Raumtemperatur unter SchUtteln durchgefUhrt. Die Echkurve wurde 
mit einer Antikorper A20/44 (IgG 1) enthaltenden Stammiesung (Verdunnungs-Reihe) ersteilt Die Eichpro- 
ben und die Seren wurden mit Inkubations-Puffer verdOnnt (50 mmol/l HEPES, 0.15 mol/l NaCI, 1 % Crotein 
C pH 7.0, 0.2 mol/l Di-Natriumtartrat 0.75 % Polyethylengiycol (PEG), 0.5 % Pluronic®F 68, 0.75 % PEG 
40 000, 0.01 % Phenol) und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Aussaugen der Vertiefungen 
und z^veimaligem Waschen mit Inkubations-Puffer erfolgte eine einstundige Inkubation mit Konjugat 
(Konjugat aus Fab-Fragmenten des Antikorpers, welcher gegen NP gerichtet ist und Peroxidase (POD)). 
Dazu wurde das Konjugat im Inkubations-Puffer auf 150 mU/ml POD-Aktivitat verdunrrt. Nach Aussaugen 
und dreimaligem Waschen der Vertiefungen mit Wasch-Puffer (50 mmoi/I HEPES, 0.15 mmo!/I NaCI, 0.1 % 
55 Pluronic®F 68. pH 7.0) wurde 60 Minuten mit ABTS® (2 ) 2 , Azino-di-[3-ethyl-benzthiazolin-sulfonat (6) ] als 
Substrat umgesetzt Die Extinktion wurde im Photometer (ELISA-Reader) bei 405 nm gegen 490 nm 
gemessen. Die Konzentration der Proben wurde Uber die Standard-Eichkurve bestimrnt. 
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Die untersuchten Mause sind Nachkommen der beiden seropositiven Mause 970 und 974. Eine Reihe 
35 von Nachkommen war seronegativ bezuglich der eingefuhrten Antikorper-Spezifrtat. Diese sind in Tabelle t 
nicht aufgefuhrt Nach Mikroinjektion wurden alle 39 Kaninchen auf Expression untersucht. Bn Tier 
exprimierte die gewunschte Antikorper-Speztfitat im Serum. Es wurden zwei transgene Schweine (1 
Totgeburt) erhalten. Das lebend Geborene exprimierte den gewunschten Arrtikorper Oberraschenderweise in 
sehr hoher Konzentration im Serum (1000 /tg/ml). 

40 

Belspiel 4 

Charakterisierung des exprimierten Antikorpers im Schweine-Serum 

45 a) Isoelektrische Fokussierung und Immuno-Fixation 

IEF wurde auf einem Phast-Gel-Systern (Pharmacia) nach den Anweisungen des Herstellers durchge- 
fUhrt. Die Seren des transgenen und des Kontroll-Schweins wurden 1:1000 verdUnnt und unter nicht- 
denaturierenden Bedingungen auf das Gel aufgetragen. Der pH-Gradient auf dem Gel (pH 5-8) wurde durch 

so Eichproteine (Pharmacia) visuaiisiert. Die Laufzeit des Gels betrug 30 Minuten. Anschliefiend wurde fUr 45 
Minuten mit 100 ^g eines polyklonalen Antikorpers (Schaf Anti-Maus Fey) in einem Voiumen von 150 pi 
inkubiert und mit einem Zellulose-Acetat Streifen abgedeckt Die nicht reagierenden Proteine wurden durch 
Waschen mit 50 mmol/l Kaliumphosphat-Puffer, 0,15 mol/l NaCI, 0,05 % Tween®, pH 7.2 entfernt durch 
Schutteln uber Nacht Anschlie/iend wurden die Immuno-Komplexe durch Silber-FSrbung (Pharmacia-Kit) 

55 visuaiisiert. Ais Kontrolle war der aus Ascites aufgereinigte Arrtikorper A20/44 aufgetragen worden. 

Es zeigte sich, daJ3 im Serum des transgenen Schweins dieselben charakteristischen Banden identifi- 
ziert werden konnten wie mit dem aufgereinigten Antikcrper A20/44. !m Serum des Kontroll-Tieres waren 
diese charakteristischen Banden nicht nachweisbar. 
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b) A.rfrAinig.mg yon Antikorper A20/44 aus dgm Serum des transgenen Schweines 

A20/44 ist ein anti-idiotypischer AntikCrper gegen einen Antikorper (lgG2a). welcher gegen das Hapten 
NP gerichtet ist. Letzterer wurde aus Ascites aufgereinigt und an Bromcyan aktivierte Sepharose 
5 (Pharmacia) nach Vorschrift des Herstellers gekoppelt Antikorper A20/44 wurde an einer so hergesteliten 
Affinitats-Saule nach Auftragen von 100 ml Serum des transgenen Schweines immunadsorbiert. eluiert und 
anschliefiend protein-chemisch charakterisiert Er stimmte in seinen Eigenschaften mit dem aus Ascites- 
FlOssigkeit aufgereinigten AntikSrper A20/44 Uberein. 

ro Patentansprliche 

1 Verfahren zur Gewinnung von Proteinen mit Antikorper-Aktivitat, dadurch gekennzeichnet, daB man 
eine oder mehrere fur dieses Protein kodierende DNA-Sequenzen. die frei von bakterieilen Fremdse- 
quenzen sind, in den manniichen Pronukleus einer befruchteten Bzelle eines Schweins oder Kan.n- 
is chens durch Mikroinjektion einbringt, die Eizeiien in den Eiieiter eines Schweins oder .xaninc,,ens 
implantiert, die Nachkommen zUchtet und aus ihnen in Obiicher Weise das Protein mit AntikBrper- 
AktivitSt gewinnt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA-Sequenzen mit Immunglobulin- 
20 Promoter und Enhancer-Sequenzen verwendet werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB man die bei der Mikroinjektion 
verwendeten DNA-Sequenzen in linearer Form verwendet 

25 4. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Protein mit Antikorper-Aktivitat ein vollst&ndiger, nativer Antikorper ist 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Antikorper eine ^schwere Kette und 
30 eine K-leichte Kette besitzt 

6. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dai5 das Protein mit AntikSrper-Aktivitat ein chimSrisierter Antikorper ist 

35 

7. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Protein mit Antikorper-Aktivitat ein heterobispezifischer Antikorper ist. 

40 8. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das Protein mit Antikorper-AktivitSt ein Antikflrper-Fragment ist. 

9. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 3, 
45 dadurch gekennzeichnet, 

daB das Protein mit Antikorper-Aktivitat ein Antikorper oder Antikorper-Fragment, fusioniert mit einem 

weiteren Polypeptid, ist 

10. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 3, 
so dadurch gekennzeichnet, 

dafl das Protein mit Antikorper-Aktivitat ein mutierter Antikorper ist. 

11. Protein mit Antikorper-Aktivitat. erhaltlich aus einem Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 10. 

55 12. Verwendung eines Proteins mit Antikorper-Aktivrtat nach Anspruch 11 fOr diagnostische oder/und 
therapeutische Verfahren. 

13. Verfahren zur Herstellung von transgenen Tieren, 
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dadurch gekennzeichnet, 

dai3 man in den mannlichen Pronukleus einer befruchteten Eizelle eines Schweins oder Kaninchens 
eine Oder mehrere, fUr eln Protein mit Antikorper-Aktivitat kodierende DNA-Sequenzen, die frei von 
bakteriellen Fremdsequenzen sind, einbringt, die Eizellen in den Eileiter eines weibiichen Tieres 
implantiert und die Nachkommen ziichtet. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl man DNA-Sequenzen verwendet, die fur Proteine mit Antikorper-Aktivitat kodieren, wobei die 
Antikorper-Spezifrtat gegen ein Antigen gerichtet ist, wefches eine fUr die betreffende Tierart gefahrli- 
che Krankheit hervorruft. 

15. Transgenes Tier, erhaltlich aus einem Verfahren nach Anspruch 13 Oder 14. 

16. Transgenes Tier nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl es den Antikorper A20/44 produziert 

17. Anwendung des Verfahrens nach Anspruch 13 Oder 14 zur Herstellung von transgenen Tieren, die eine 
Immunitat gegen Krankheiten aufweisen. 
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